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UTILISATION D'UN D^RIV^ DE LA PH^OIHIAZINE POUR LA PREVENTION ET/OU LE 
TRAITEMENT DE LA PERTE D' ADDITION 



La pr6sente invention conceme l^rtilisation d'un d6nv6 de la phenothia2dne pr^sentant 
une activity inhibitrice des calpaines et une activitS piegeuse des foimes r^actives de 
Toxygfene (ROS pour "reactive oxygen species") pour la preparation dhm medicament 
destine k pr6venir et/ou trailer la perte d'audition. ^invention conceme 6galement un 
produit compienant au moins un tel compose et une composition phaimaceutique le 
contenant. 

Parmi les nombreuses causes de la perte d'audition, on peut notamment citer les 
maladies telles que m^ningite ou otite, les causes d^ordre g^n^tique, les blessures, les 
tumeurs, les drogues, radministration de medicaments tels que certains antibiotiques, 
anticanc6reux, agents anti-inflammatoires non stdroYdiens, diuretiques, ulc6reux ou 
anticonvulsivants, Texposition prolong^e aux solvants organiques aromatiques tels que 
tolu&ie ou xylene, le vieillissement et Texposition au bruit. La presbyacousie (surdity 
Uee au vieillissement), Texposition prolong^e au bruit et radmiiustration de 
medicaments sont les principales causes de la perte d'audition. 

n est aujourdliui reconnu que certains antibiotiques de la famille des aminoglycosides, 
comme la gentamycine et la tobramycine, qui sont utilises dans le traitCTient de graves 
infections sont responsables de la surdit6 cochl6aire. La toxicity aux aminosides 
(aminoglycosides tels que Tamikacine, la dibekacine, la gentamicine, Tisepamicine, la 
netikpicine, la spectinomycine, la tobramycine) se manifeste tout d'abord par une 
atteinte de I'audition sur les hautes frequences et n'est pas reconnue d'embl6e par le 
patient Ce n'est que progressivement que celui-ci se trouvera gene. Elle est 
malheureusement souvent irreversible. 

Le bruit qui nous entoure abaisse notre audition. La perte d'audition due au bruit se 
produit lorsque les cellules ciliees qxii transmettent le son vers Toreille interne sont 
endomm^ees et ne peuvent plus ordonner au nerf auditif d'envoyer des impulsions 
eiectriques vers le cerveau. 

L'intensite du son et la duree d'exposition sont les deux principaux facteurs influen9ant 
la perte d'audition. Bien que la reaction h Texposition au bruit varie d'une personne a 
Tautre, quelques faits peuvent etre rapportes avec certitude. Des recherches ont 
demontre que I'exposition prolongee a 85 decibels (dB) ou plus provoquera, au fil du 
temps, une perte d'audition pennanente. 
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Les statistiques Europ^nnes et Nord-Americaines montrent que 8 ^10% de la 
population est atteinte de pathologies de la cochlee (surdites, acouph^nes). Compte tenu 
des uiveaux sonores 6mis dans les discoth^ues, concerts techno et autres baladexirs, 
toute une generation de sourds ou d'acouph^niques est en train de se constituer. Ainsi les 
probldmes lies k Tdge (presbyacousie) qui d^butent aujourd'hui vers 60 ans, pourraient 
d^buter bien plus tot, c'est-^-dire vers 35-40 ans. 

Le probl^me des pathologies auditives est qu*elles resultent en grande roajorite de la 
perte des cellules sensorielles et nerveuses de Toreille interne (ou cochlee). Et ces 
cellules, au-del^ dime phase de d6veloppement pour Tessentiel intra-ut6rine, n'ont pas la 
capacity de se renouveler apr^s leur dernier stade de difierenciation. 

La perte progressive du capital sensitif et nerveux de Toreille li6e k difKrentes 
pathologies cochl^aires semble, encore aujourdliui, hors de port6e de tout traitement. 

^invention a done pour objet Tutilisation dun deriv6 h6t6rocyclique r6pondant a la 
formule (I) 




sous forme de diast6r6oisom6res ou toutes combinaisons de ces formes, 

dans laquelle R repr^sente Tatome dTbiydrogfene, un radical (Ci-C6)allcyle, arylalkyle ou 
-C(0)R* dans lequel R' repr&ente un radical h6t6rocycloalkyle, (CrC6)alkyle, aryle ou 
aralkyie ; 

les radicaux alkyle, aryle ou h6t6rocycloalkyle etant ^ventaellement substitues par 
un ou plusieurs substituants identiques ou diflKr^ts choisis paimi : (Ci-C6)alkyle, 
hydroxy, (CrC6)alkoxy, nitro, cyano, halog^ne 0U-NR1R2 ; 

Ri et R2 representent, ind6pendamment, un atome d'hydrogSne ou un radical 
(Ci-C6)alkyle, ou bien Ri et R2 forment ensemble avec Tatome d*azote auquel ils 
sont rattach6s un h6t6rocycle 6ventuellement substitue, 

pour la preparation d'un medicament destine k pr6venir et/ou traiter la perte d'audition. 
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Dans la pr^ente demande, il faut comprendre par "traiunatisme'* un ensemble de lesions 
locales int^iessant les tissus et les organes, provoqu6 par un agent extdrieur. Dans le cas 
d'un traumatisme acoustique, Tagent exterieur est principalement le bruit 

Par (Ci-C6)alkyle, on entend un radical alkyle lineaire ou ramifi6 comptant de 1 a 
6atomes de carbone comme, par exemple, les radicaux mdthyle, 6thyle, propyle, 
isopropyle, butyle, isobutyle, sec-butyle et tert-butyle, pentyle, n6opentyle, isopentyle, 
hexyle, isohexyle. Les radicaux (Ci-C6)alkoxy peuvent correspondre aux radicaux alkyle 
indiqu6s ci-dessus comme par exemple les radicaux m^thoxy, ^thoxy, propyloxy ou 
isopropyloxy xnais ^galement butoxy liniaire, secondaire ou tertiaire. Les radicaux 
alkylcarbonyle peuvent correspondre aux radicaux alkyle indiques ci-dessus comme par 
exemple les radicaux methylcarbonyl, 6thylcarbonyl, propylcarbonyl. Par halogdne, on 
entend les atomes de fluor, de chlore, de brome ou d'iode. 

Par aryle, on entend un systdme carbocyclique ou h^terocyclique comprenant au moins 
un cycle aromadque, un syst&me ^tant dit h^t^ocyclique lorsque l*un au moins des 
cycles qui le composent comporte un h6t6roatome (O, N ou S). Comme exemple de 
radical aryle carbocyclique, on peut citer ph6nyle ou naphtyle. Comme exemple de 
radical aryle h6t6rocyclique (ou het6roaryle), on peut citer thi^nyle, fiiryle, pyrrolyle, 
imidazolyle, pyrazolyle, isothiazolyle, thiazolyle, isoxazolyle, oxazolyle, pyridyle, 
pyrazinyle, pyrimidyle, benzothi^nyle, benzofuryle et indolyle. 

Le terme heterocycle (ou heterocycloalkyle), repr6sente de preference un h^t^rocycle 
mono ou bicyclique, satur6 ou insatur^, comportant de 1 ^ 5 h^t^roatomes choisis parmi 
O, S et N. Uatome d'azote peut 6ventuellement etre substitu6 par un radical choisi 
parmi : alkyle, aryle, aralkyle et alkylcarbonyle. Comme exemple dTiet6rocycle satur6, 
on peut citer: t^trahydrofuranne, t^trabydropyranne, ox6tane, oxepane, 
tetrahydrofhiophene, tetrahydrothiopyranne, tfaietane, pyrrolidine, pip6ridlne, azdtidine, 
1,3-dioxanne, 1,3-dioxolanne, 1,3-dithiolanne, 1,3-dithianne, 1,3-oxathiolanne, 
1,3-oxazolidine, 1,3-imidazolidine ou 1,3-thiazolidine. Comme exemple d*h6t6rocycle 
insatur^, on peut citer: dihydrothiophfene, dihydrofurane, dihydropyrrole, 
dihydroimidazole, dihydropyrazole, dihydropyridine, indoline. 

Les radicaiix arylalkyles (ou aralkyles) d^signent les radicaux dans lesquels 
respectivement les radicaux aryle et alkyle sont tels que definis ci-dessus comme par 
exemple benzyle, phenethyle ou naphtylm^thyle. 

Dans le cas du mdical de formule -NR1R2 oil Ri et R2 ferment ensemble avec I'atome 
d'azote auquel lis sont rattachds un heterocycle eventuellement substitu6, Theterocycle 
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est de preference satur6 at comprend de Akl chainons et de 1 4 3 h6t6roatomes incluant 
ratome d'azote d^ja present, les het^roatomes suppl^mentaires ^tant choisis 
independamment dans le groiq)e coiistitu6 des atomes O, N et S. Ledit hdt^rocycle pent 
6tre, par example, le cycle az^tidine, pyirolidine, piperidine, pip6iazine, moipholine ou 
fhiomoipholine. Ledit h^t^ocycle peut etre substitue par un ou plusieurs substituants 
identiques ou dififerents choisis parmi le groupe hydroxy, un radical alkyle, aryle, 
aralkyle ou alkoxy ou un atome d'halog^ne. 

L'invention a plus particulidrement pour objet une utilisation telle que d6finie ci*dessus» 
caract^ris^e en ce que R repr^sente -C(0)R' et de preference R' represente un radical 
allgrle. 

De manidre tr^s pr^ferentielle, le compos6 Q) est caract6ris6 en ce que R represente 
-C(0)-CH3. Ce dernier compose sera appeie par la suite compose (1). 

Uinvention a plus pardculi^ement pour objet egalement une utilisation telle que definie 
ci*dessus, caracterisee en ce que R represente Thydrogdne. 

De mani^ tr^ pre:Krentielle egalement, le compose Q) tel que defini ci-dessus a pour 
formule 




et plus particulierement Tune des formules suivantes 





(Ia2) 



De maniere tres preferentielle egalement, le compose Q) tel que defini ci-dessus a pour 
formule 
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et plxis particulidrement Tune des formules suivantes 




aai) 




aB2) 



Les composes tel que d^fims ci-dessus, sont de uouveaux agents protecteurs combinant 
des effets antioxydants et anti-calpaiaes et decrits dans la demande WO 01/32654. 

La pr^sente invention a done pour objet egalement une utilisation d'un compost de 
fonnule (I) telle que d^finie ci-dessus, en pr6- ou post-traitement par rapport k I'origine 
de la perte d*audition. 

La pr6sente invention a pour objet Egalement une utilisation d'un compos6 de 
foimule (I) telle que d6finie ci-dessus, pour la preparation d'un medicament destine k 
prSvenir et/ou traiter la perte d'audition suite k radministration dW autre medicament. 
De preference, Tautre medicament est un antibiotique tel que la gentamicine, un 
anticancereux tel que le cisplatine, un agent anti-inflammatoire non steroidien tel que les 
derives de Tacide salicylique ou Tibuprofene, un diuretique tel que la furosemide, un 
anti-ulcereux tel que la cimetidine ou Tomeprazole, un agent anticonvulsivant tel que la 
carbamazepine ou Tacide valproique. De maniere tres preferentielle, Tautre medicament 
est un antibiotique et plus particulierement la gentamicine. 

La presente invention a pour objet egalement une utilisation d'un compose de 
formule (I) telle que definie ci-dessus, pour la preparation d'un medicament destine k 
prevenir et/ou traiter la perte d'audition suite a la presbyacousie. 

La presente invention a pour objet egalement une utilisation d'un compose de 
formule (I) telle que definie ci-dessus, pour la preparation d'un medicament destine a 
prevenir et/ou traiter la perte d'audition suite a un traumatisme acoustique. 
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Les composes selon rinvention peuvent &tre utilises seuls ou en associadon avec au 
moins une autre substance a activity phannaceutique et de pief(irence une substance 
susceptible de prevenir et/ou traiter la perte ^audition ou bien de prevenir et/ou traiter 
toutes patiiologies associ6es k la perte d'audition. 

Les composes peuvent etre ainsi associ6s a des anti-oxydants» des inhibiteurs de 
calpauies tels que la leupeptine ou Neiirodur» des vasodilatateurs p6riph6riques tel que 
rEGb761® des agonistes ou antagonistes du r^cepteur NMD A, des inhibiteurs 
peptidiques de c-Jun N-Terminal Kinase tel que D-JNK-1 . 

Uinvention a 6galement pour objet Tutilisation telle que ddfinie ci-dessus, caracteriste 
en ce qu'il est associ6 h au moins ime autre substance k activity phannaceutique, et de 
pr^f^rence k une substance choisie parmi : des and-oxydants, des inhibiteurs de 
calpames, des vasodilatateiirs p6riph6riques, des agonistes ou antagonistes du r^cepteur 
NMDA, des inhibiteurs peptidiques de c-Jun N-Terminal Kinase. 

Un compos6 de formule (I) et de pr^f^rence le compost (1) tel que d6fini ci-dessus, pent 
gtre administr6 k une dose comprise entre 50 k 500 \iM en application locale. Dans le 
cas d*xm traitement local intracochleaire, il pent 8tre administre k une dose comprise 
entre 50 et 200 ^M. Dans le cas d'un traitement local extracochl^aire^ 11 peut etre 
administr^ k une dose comprise entre 200 et 500 |LtM. Les substances qui leur sent 
6ventuellement associ6es, coimues en pharmacologie, sont administr6es aux doses 
habituellement conseill6es. 

Les composes tels que d6finis ci-dessus ainsi que les substances k activity 
phannaceutique qui leur sont ^ventuellement associ^es, peuvent etre administr^s par les 
voies classiques d'administration telle que orale, intraperiton6ale, sous-cutan6e ou 
intraveineuse. Elles peuvent 6tre administr^es simultan^ment ou s6par6ment, par des 
voies d'administration identiques ou di£r(§rentes. De pr6£5rence, le compos6 (I) tel que 
d6fini ci-dessus est administre localement par les techniques commun6ment utilisees 
dans le traitement de Toreille inteme telles que des microcath6ters, des seringues pour 
injection transtympanique ou des tubes equip^s de m^che de type Silverstein 
Microwick™. 

L'invention a egalement pour objet un produit comprenant le derive h6t6rocyclique de 
formule (I) telle que d6finie ci-dessus, sous forme de diast6r6oisomeres ou toutes 
combinaisons de ces formes, et au moins une substance a activity th&apeutique, en tant 
que produit de combinaison pour une utilisation simultan6e, s6par6e ou 6talee dans le 
temps pour prevenir et/ou traiter la perte d*audition. De pr6f6rence, Tinvention a pour 
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objet un produit tel que d6fim ci-dessus, pour pr6veQir et/ou txaiter la perte d^audition, 
soit suite k I'administration d'un medicament, et plus particulidrement im antibiotique, 
soit suite k la presbyacousie, soit suite k un traumadsme acoustique. 

Uiovention a enfin pour objet, a titre de medicament, un produit tel que d6fim ci-dessus. 

Dans ie cas de la perte d'audition suite k radministration d*un medicament, ce dernier est 
de preference un antibiotique, et de manidre preferentielle la gentamicine. 

Les substances a activite pharmaceutique qui lui sont eventueliement associees sont 
administrees par les voies d'administration habituellement envisagees pour ces 
substances dans le domaine therapeutique considere. 

Dans le cas de la perte d*audition due k vn traumatisme acoustique, radministration d'xm 
compose (I) tel que defini ci-dessus, peut Stre effectuee quelques jours avant le 
traumatisme acoustique de preference 2 k 3 jours avant le traumatisme, et 24heures 
apres le traumatisme. De preference, cette administration est effectuee dans les 
7 premieres heures suivant le traumatisme. De preference egalement, cette 
administration peut 6tre effectuee dans les 2 heures qui suivent le traumatisme. 

Uinvention a done pour objet I'utilisation decrite ci-dessus, caracterisee en ce que le 
compose (1), sous forme de diastereoisomdres ou toutes combinaisons de ces formes, est 
administre dans les 7 heures et de preference dans llxeure suivant le traumatize. 

Les resultats montrant TefGcacite therapeutique du compose (1) sur la recuperation 
fonctionnelle aprds traumatisme acoustique sont presentes dans la partie experimentale. 

Les exemples suivants sont presentes pour illustrer les procedures ci-dessus et ne 
doivent en aucim cas §tre consideres comme ime limite k la portee de Tinvention. 

PARTIE EXPERIMENTALE : 
Etude pharmacologique 

1) Ototoxicity induite aprfes un traitement a la gentamicine 

* Demonstration de Veffet protecteur du composi (1), administri en co-traitement, vis- 
d'Vis de la perte des cellules cilices induite par la gentamicine, 

n est prouve que la gentamicine et autres aminoglycosides provoquent un dommage des 
cellules ciliees et une perte d'audition chez TStre humain. Les poissons Zebra montrent 
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les organes sensoriels k la surface de leur corps» appel6s neuromasts. Qiez ces poissons, 
les cellules ciliees neuromasts peuvent etre marqudes avec du DASPEI et ce marquage 
reflate le nombre de cellules ciliees. Ces cellules cilices sont structureUement et 
fonctioimellement similaires aux cellules cilices internes de Toreille humaine. 

Le dommage des cellules ciliees internes est induite chez des poissons Zebra par la 
gentamicine. Pour tester Teffet du compos6 (1) sur la protection des cellules cilices 
^donunag^ par la gentamicine, le compos6 (1) a 6t6 administrd en co-traitement avec 
la gentamicine. Les cellules cilides internes sont ensuite marquees et quantifi6^. 

Uetude est faite sur des poissons Si%6s de 5 jours incubus avec 1 (ig/ml de gentamicine 
pendant 24heures en presence ou en absence du compose (1). Des controles sont 
eflfectues en parallfele ; vdhicule seul (1 % DMSO ; contrSle positif). Les poissons trait6s 
par la gentanaicine sont les controles n^gatifs. 

La coloration DASPEI (2,4-dimethyl-aminos^ayl-N-ethyl pyridinium iodide) est 
efifectu6e pour visualiser les cellules cilices in vivo (n=5 par groupe). L'analyse 
morphomdtrique est utilis^e pour quantifier le signal de marquage des cellules cili6es. 
Le signal de coloration DASPEI des controles positifs a 6t6 d6fini comme le 100 %. 

Les rdsultats sont presents dans la Figure 1 (Pourcentage de cellules cilices marqu6es 
par le DASPEI : controle positif (Zebra - 1 % DMSO) ; contrSle n6gatif (Zebra - 1 % 
DMSO - gentamicine 1 ^ig/ml) et eflfet du produit (Zebra - 1 % DMSO - gentamicine - 
compos6 (1)). Experience e£fectu6e sur 5 animaux par groupe). 

Ces r6sultats montrent que : 

- le signal de coloration du contrSle n6gatif repr^sente 31,5 ± 4,2% du signal 
controle, soit une perte de 68,5 ± 4,9 % des cellules cilices suite au traitement par 
la gentamicine ; 

- le signal de coloration des animaux traites par la gentamicine et le compos6 (1) 
repr6sente 65,2 ± 4,4 % du signal contr61e soit une protection hautement 
significative de 48,7 ± 2,63 % des cellules ciliees endommag^es par le traitement 
k la gentamicine. 

2) Perte d'audition apres un trauma acoustique 



II s'agit d'etudier chez le cochon d'inde, les efifets protecteurs en pre- et post- traitement 
du compose (1), sur la protection des cellules ciliees de Toreille interne d'une part et la 
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recuperation fonctionnelle auditive d*autre part, suite k une perte d'audition induite par 
un trauma acoustique. Le compose (1) a 6tjt administx^ par voie locale "intra et extra 
cochl^aire" de maniere k se rapprocher de son utilisation en clinique chirurgicale 
humaine. 

La r^cup^mtion fonctionnelle obtenue grace k ce nouvel agent protecteur est quantifi^ k 
raide d*un test fonctionnel qui est la mesure de Taudiogramme des animaux. Get 
audiogranune est r6alis6 grSce k Tenre^strement de ractivit6 du potentiel action 
composite du nerf auditif. Les audiogrammes sont enregistr^ avant et apres le 
traumatisme acoustique. Des analyses en microscopie ^lectronique a balayage 
compl^tent ces donn6es fonctionnelles par une 6tude des pertes cellulaires le long de la 
spirale cochl6aire ainsi que Teffet protecteur du compose (1). 

Toutes les experiences sont r6alis6es sur des cochons d'inde ; chaque experience est 
r^alis^e selon un schema similaire. 

Le schema general d'lme phase experimentale est le suivant : 

- Les animaux sont anesthesies grace k une injection intramusculaire dW melange de 
Rompun® k 2% (3 mg/kg) + Zolutil® (40mg/kg). Cette anestiiesie presente 
Tavantage de se dissiper rapidement et peut etre maintenue plusieurs heures grace k 
rinjection reguli^re (toutes les 2 heures) du tiers de la dose initiale, 

- La mise en place des electrodes et de la mini pompe selon la Figure 2. 

Lapproche de la cochiee est realisee par un abord dorsal. Aprds avoir rase et nettoye le 
scalp, une incision de 2 cm est effectuee derriere le pavilion de I'oreille. La parotide et 
les plans musculaires recouvrant la bulle tympanique sont reclines. Une fois seche et 
nettoye, Tos est perce au niveau de sa parol superieure sous remergence du nerf facial. 
Ueiectrode active (fil de platine de 0,13 mm de diamtoe, gaine de T6flon) est ensuite 
introduite dans la bulle et mise au contact de la membrane de la fenetre ronde sous 
controle d!\m microscope opemtoire (WILD M650). Aprds enregistrement des seuils 
audiometriques, un petit trou de 0,2 mm de diametre est fraise manuellement dans le 
tour basal de la rampe tympanique juste au dessous la fenStre ronde. 

Une pipette de verre (0,1 mm de diametre a la pointe), connectee k la micro pompe par 
un catheter, est inseree dans la cochiee a Taide d'un deuxieme micromanipulateur. La 
bulle tympanique, incluant reiectrode d'enregistrement et la pipette de perfusion, est 
refermee avec de la resine dentaire. 
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La micro pompe est glissfe sous la peau de ranimal, les plans musculaires et cutan6s 
sont badigeonnes de Betadine®, suturfe avec du fil resorbable et recouverts avec une 
solution antibiotique (Rifocine 5P100®). 

Une seconde incision d'environ 1,5 cm est ensuite efiectu6e sur le vertex en vue de fixer 
un connecteur (connectral, ref. : 8/45-05.050.000) sur le crfine de Tanimal. Apr6s avoir 
gratt6 le perioste de Tos, cette zone est soigneusement s6ch6e, badigeonn^e de nitrate 
d'argent puis recouverte d'un film de cyanolite. 

Les Electrodes (active et de reference), sont gliss6es sous la peau jxisqu'au connecteur sur 
lequel elles sont soud^es. Le connecteur est alors fixE sur le ocane avec de la r6sine 
dentaire. 

Techniques de stimulations : 

Les stimulations sonores seront produites grace k deux syntiietiseurs Hewlett-Packard 
(HP 3314 A et HP 8904 A) et d61ivrfes en champ libre par Tinterai^diaire d'un haut 
parleur (JBL 075) plac6 a 10 cm de I'oreille. La calibration du syst^e acoustique est 
r6alisee dans ime oreille artificielle en utilisant un microphone de 1/2 pouce (^e 4134, 
Bruel et Kjaer) et un amplificateur de mesure (type 2606) permettant de lire directement 
le niveau sonore en decibel SPL (dB SPL, reference : 2,10"^ Pa). Afin de visualiser les 
signaux acoustiques, la sortie de Tamplificateur. de mesure est connectee k vin 
oscilloscope. Les animaux sont exposes & un son de 6 kHz, ^ 120 dB SPL durant 
30 minutes. 

Techniques d'enregistrement : 

Les potentiels cochlEaires enregistres 4 partir de TElectrode implantee dans la cochl^e 
via le connecteur fixe sur la tete de Tanimal sont amplifi& (gain 1000) et filtr6s (32 Hz - 
3200 Hz) k I'aide d\m pr^amplificateur et d'un amplificateur differentiel de type 
GRASS P 511 K, La trace directe est visualisfe sur un oscilloscope (Tektronix 
type 513). Ce signal est moyenn6 (256 passages) pour r6duire le bruit de fond, et stocks 
sur un ordinateur PC 486, 66 megahertz (Hewlett-Packard-Vectra 05/65). Le crit&re de 
seuil est d6fini comme 6tant la valeur en dB SPL n6cessaire po\ir 6voquer une reponse 
mesurable (> 2 \xV). Deux Electrodes placees au contact de la cochlee (fenetre ronde) 
permettent d'enregistrer les potentiels cochlEaires et de r^aliser les audiogrammes pour 
chaque oreille. Les seuils audiometriques sont enregistres 20 minutes apres le 
traumatisme sonore et quotidiennement durant un mois. 
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Implicatton de Vactivation de la calpaine apres un trauma acoustique : 

Le clivage d'un substrat specifique de la calpaine, la fodrine, est quaatifie pour 
determiner I'activation de Tenzyme calpaine aprds un trauma acoustique. La calpaxne 
clive la fodrine de 240 KD pour former un produit de degradation de 150 KD. Un 
double marquage est r6alis6 avec un anticorps polyclonal specifique du ftagment 
ISO KD et un anticorps anti calbindin permettant d'identifier les cellules cilices. La 
fluorescence est visuaUsee par un microscope k confocal. 

Micanismes moliculaires de la mort des cellules ciliees apris un trauma acoustique : 

Pour determiner la nature de la mort cellulaire, la fragmentation du DNA des cellules de 
la cochlee est quandfiee par la m^thode TUNEL. 

Ditermination de Vintigriti des cellules ciliees aprks un trauma acoustique : 

L'int6grite des cellules de la cochiee est detenninee par immunocytoclmnie en utilisant 
un anticorps anti-cytochrome C. Dans les cellules saines, le cytochrome C est localise 
dans les mitochondries. Aprds un trauma acoustique, le cytochrome C est difius et 
distribue dans le cytoplasme. 

Phase 1 ; Demonstration de I'effet protecteur du compose (1), administre en 

pre-traitement, vis & vis de la perte d*audition et la perte ceilulaire le 
long de la spirale cochieaire induite par le traumatisme 

Protocole - Phase 1 : pre administration du compose (1) 

Une mini pompe osmotique, placee sous la peau, deiivre le compose (1). 

Dans la cochiee via un catheter (perfusion intra cochieaire)^ deux jours aprds 
Timplantation de la mini pompe, les animaux subissent le traumatisme sonore. 

Cette experience est menee sur 7 animaux puis 30 animaux pour la dose reponse. 

Le compose (1) est applique directement dans la cochlee (perfusion intra cochieaire) via 
une mini pompe osmotique (debit de 1 jxl/h, volume de 200 |al, duree de diffusion 
7 jours) implantee k demeure dans la cochlee 2 jours avant le traumatisme. Cette 
technique permet de determiner Teffet protecteur du compose (1), a la dose de 100 |liM, 
vis-&-vis des pertes cellulaires le long de la spirale de la cochlee induite par le 
traumatisme ainsi que la recuperation fonctionnelle de Taudition. Puis im effet dose du 
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produit pennet de determiner la dose efficace pennettant da preserver 50% de 
raudition. 

Resultats phase 1 

Le compose (1) ^ la concentration de 100 ^M. 

Test fonctionnel mesur£ par audiogramme. Perte d'audition apris un trauma 
acoustique et protection par le compose 1. 

Cinq jours apr^ un traumatisme de 120 db dWe duree de 30 min, la mesure des 
audiogrammes pennettent de d^montrer Tefficacit^ du compost (1) ; ce produit permet 
de r6cup&er 100 % de Taudition (Figure 3) lorsqu'il est perfus6 ^100 jiM, 2 jours avant 
ce traumatisme. 

^tude morphologique : Histologie des cellules le long de la spirale de la cochlee 
apr^ un trauma acoustique. Protection par le compost (1). 

A la fin de revaluation deotrophysiologique (audiogramme), 30 jours aprds le trauma 
acoustique, les cochiees des animaux sont pr61eyees, et pr6par6es pour la microscopic 
electronique. 

Les pertes cellulaires sont determin^es gr&ce k un comptage des toufTes ciliaires au 
microscope k balayage. Des donn6es qualitatives sont recherchees en procedant k des 
observations forts grossissements de la surface des organes de Corti. 

Apr^s un traumatisme de 120 db d'une dur^e de 30 min, les cellules ciliees internes sont 
d^truites ainsi qu'une partie des trois rang^es des cellules cilices extemes. Uhistologie 
de ces cellules petmet de d^montrer I'ef&cacite du compost (1). Ce produit permet de 
proteger 100 % des cellules cili^ internes et une grande partie des cellules ciliees 
extemes lorsqu'il est perfus6 k 100 ^M, 2 jours avant ce traumatisme (Figure 4: 
Doxm^es histologiques ; Photo A : trauma acoustique ; Photo B : compose (1) + trauma 
acoustique ; I = cellules cilices internes ; O = cellules cilices extemes). 

Implication de ractivation de la calpame apr^ un trauma acoustique. Inhibition 
par le compost 1. 

L'activation de Tenzyme calpame est d6terminee par la quantification de la degradation 
d'un substrat specifique de I'enzyme, la fodrine^ en un fragment de 150 KD. 
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Ce clivage de la fodiine n'est jamais d^tecte dans les cellules de la cochlee chez des 
t^moins. 

Aprds im trauma acoustique> le maiquage immimo du fragment 150 KD, provenant du 
clivage de la fodrine due a Tactivation de Tenzyme calpame» est visible sur les cellules 
de la cochlee extemes gr&ce au marquage par Tanticorps anti-FBDP ("Fodrine 
Breakdown products", fluorescence verte ; Figure 5 A : 48 heuies .apr6s le trauma 
acoustique). Cette activation de Tactivite de la calpaine apr&s un trauma acousdque est 
associde a une perte des cellules de la cochlde visxialisee par Tabsence de marquage par 
ranticorps anti-calbindin qui permet d'identi&er les cellules cili6es intactes. 

L'application locale de 100 \iM du compos6 (1) iohibiteur de Tactivation de la calpaine 
et antioxydant, prdvient le clivage de la fodrine par I'enzyme calpaine dans les cellules 
de la cochl6e exposdes k xm trauma acoustique. Cette absence de marquage fluorescent 
yesrt, done de la non degradation du substrat sp^ifique de la calpaine est associd k une 
protection des celltdes de la cochl6e (marquage par anticotps anti-calbindin; 
Figure 5 B). 

Mteanismes moliculaires de la mort des cellules cilices aprte un trauma 
acoustique. Protection par le compost !• 

Pour determiner la nature de la mort des cellules de la cochlee induite apr&3 un trauma 
acoustique, la fragmentation du DNA (quantifiee par la methode TUNEL) est effectude 
sur des animaux ayant subi un trauma acoustique. Ueffet du compost (1) est testd sur ce 
param^tre pour determiner son implication sur ce mecanisme de mort cellulaire via 
Tapoptose. 

Aucune cellule "TUNEL positif' n'est observ6e dans les cochl6es obtenues k partir des 
animaux contr61es non exposes au bruit 

Les cochl6es exposees k un travima acoustique ont des noyaux cellulaires TUNEL 
positi& dans la region de Torgane de Corti (Figure 6 A : 48 heures apr^s le trauma 
acoustique). Les noyaux marques sont localises dans la region sup^rieure de Torgane de 
Corti. II est done vraisemblable que ces noyaux marqu6s appartieiment aux cellules 
ciliees plutSt qu'aux cellules de support. De nombreux noyaux marques sont visibles dhs 
une heure apres le trauma acoustique et ce marquage est encore visible 4 jours aprfes le 
trauma acoiistique. La mort cellulaire des cellules cili6es suite k un trauma acoustique 
est done obtenue via un mecanisme apoptotique associ6 k une fragmentation du DNA. 
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L'application locale de 100 jiM du compos6 (1), inhibitexir de ra:ctivation de la calpaiae 
et antioxydant, pr6vient le marquage des noyaux des cellules cilices (m6thode TUNEL, 
Figure 6 B : compost (1) - 48 heures apr^s le trauma acoustique). Le compost (1) 
supprime la mort cellulaire par apoptose induite par un trauma acoustique. 

Perte de Fintigrit^ des cellules ciliies apr^ im trauma acoustique. Protection par 
le compost (1). 

Pour determiner la perte d*int6grit6 des cellules cilices aprds un trauma acoustique, la 
diffusion du cytochrome C mesurSe via Tutilisation d*un anticorps anti cytochrome C est 
effectu6e sur des animaux ayant subi un trauma acoustique. 

Le compost (1) est test& sur la liberation du cytochrome C, du compartiment 
mitochondrial vers le compartiment cytoplasmique, pour determiner son effet sur la 
perte d'int^grite des cellules cilices apres un trauma acoustique. 

Dans les cochl6es obtenues k partir des animaux contrdles non exposes au bruit, le 
cytochrome C est localise dans les mitochondries. 

Les cochl6es exposdes k un trauma acoustique montrent un marquage du cytochrome C 
difius et distribu6 dans le cytoplasme (Figure 7 A). 

L'application locale de 100 yM du compos6 (1), inhibiteur de I'activation de la calpaine 
et antioxydant, pr^vimt la dispersion du cytochrome C des mitochondries vers le 
cytoplasme des cellules cilices exposees au trauma acoustique et done noaintient 
rint6grit6 des cellules (Figure 7 B). 

Courbe dose-reponse du compost (1). 

Ueflfet protecteur du compose (1) a 6t6 6valu6 en faisant varier la dose afin de definir 
une dose efficace permettant de recuperer 50% de Taudition perdue (DE50). Huit 
groupes de 5 animaux dont ceux recevant de la p6rilymphe artificielle seule, et ceux 
recevant 1, 3, 10, 33, 100 jxM du compos6 (1), soit 30 animaux sont utilises. 

Cinq jours aprte un traumatisme de 120 db d'une dur6e de 30 min, la mesure des 
audiogrammes permet de determiner la dose efficace du compose (1) (DEso^ 3,61 \xM) 
permettant de recuperer 50 % de Taudition perdue apr6s le traumatisme (Figure 8). 
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Phase 2 : Demonstration de Teffet protecteur du compose (1), administre par 

perfusion extra cochl^aire en post traitement, vis h vis de la perte 
cellulaire le long de la spirale cochl6aire et de la perte d'audition. 
Determination du temps auquel apris un traumatisme, le compost (1) 
permet de recup6rer 50 % de Taudition. 

Post admimstratioD du compost (1) : 

Des etudes preiiminaires ont montre que la cochl6ostomie effectuee apres rexposition 
aggravait les effets traumatiques du son. Ce fidsant, les animaux implant6s aprSs le 
traumatisme recuperaient moins bien que les animaux non-implantes. Pour eiiminer le 
traumatisme li6 k la cochieostomie, nous avons mis au point une m^thode non 
traumatique en appliquant le compose directement sur la fenetre ronde (extracochieaire). 

Une mini pompe osmotique, est implant6e sous la peau et d61ivre le compose (1) dans la 
cochiee via vox catheter (perfusion extra cochieaire), 30 minutes ou 1, 3, 6, 12, ou 
24 heures aprds le traumatisme sonore subi par les animaux. 

Cette experience est menee sur 30 animaux. 

Le compose (1) est applique 48 heures avant ou 1, 3, 6, 12, ou 24 heures aprds le 
traumatisme dans Toreille moyeone (perfusion extra cochieaire) via une mini pompe 
osmotique (debit de 1 |il/h, volume de 200 \xU duree de diffusion 7 jours). Cette mini 
pompe est implantee k demeure dans I'oreille moyenne et diffuse le produit directement 
sur la fenStre ronde. 

Ces experiences permettent de determiner la fenetre therapeutique du compose (1) (FT), 
c'est-i-dire le temps maximum auquel le compose (1) pent Stre donne apres un 
traumatisme tout en montrant un efiet protecteur. Le temps efficace permettant de 
recuperer 50 % de Taudition perdue aprds le traumatisme (TE50) est egalement 
determine. Cette technique permet egalement de determiner un mois apr^s le trauma 
acoustique, Teflfet protecteur du compose (1), k la dose de 300 jxM, vis-i-vis des pertes 
cellulaires le long de la spirale de la cochiee induite par le traumatisme. 

Rdsultats phase 2 

Compose (1) k la concentration de 300 jiM. 
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Test fonctionnel : audiogramme. 

Une heure apr^s le traumatisme, le compose (1) preserve 90 % de Uaudition. Le temps 
auquel Ton peut domier le compost (1) apr^s le traumatisme tout en pr^servant 50 % de 
Faudition est determine comme entre 6 i Theures. La fenetre thdrapeutique du 
compos6 (1) est de 24 heures apr^s un traumatisme acoustique del 20 db d*une dur6e de 
30 minutes. C'est-^-dire que le compose (1) dans de ce module est actif dans les 
premieres 24 heures aprhs le trauma acoustique (cf. Figure 9 : Audiogrammes efifectu^s 
10 jours aprds un trauma sonore). 

l^^tude morphologique : histologie des cellules le long de la spirale de la cochl^e 
un mois aprte le traumatisme acoustique. 

La perfusion extra cochl6aire de 300 \xM de compost (1) d^marree six heures apres le 
trauma acoustique protege encore une grande partie des cellules cili6es un mois apr^s le 
trauma acoustique. En efifet seulement 32 % des cellules cili^s internes et 18 % des 
cellules ciliees extemes sont absentes dans la zone I6s6e par le trauma acoustique 
compart au cdt^ contra lateral expos6 au bruit mais non trait6 par le compost (1) oH 
86 % des cellules cili6es internes et 62 % des cellules cili^s extemes sont absentes dans 
la zone i6s6e par le trauma acoiistique. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation d'un dehv6 h^t^rocyclique r6pondant k la formule 




sous forme de diast6i6oisoin^res ou toutes combinaisons de ces formes, 

dans laquelle R repr^sente Tatome d'hydrogdne, un radical (Ci-C5)alkyle, arylalkyle, ou 
-C(0)R' dans lequel R repr&ente un radical h6t6rocycloalkyle, (Ci-C6)alkyle, aryle ou 
aralkyle ; 

les radicaux alkyle, aryle ou h6t6rocycloalkyle ^tant 6ventuellement substitues par 
un ou plusieurs substituants identiques ou diSerents choisis parmi : (CrC6)alkyle, 
hydroxy, (Ci«C6)alkoxy, nitro, cyano, halogtoe ou-NRiRz ; 

Ri et R2 representent, independamment, un atome d'hydrogdne ou un radical 
(Ci-C6)alkyle, ou bien Ri et R2 forment ensemble avec Tatome d*azote auquel ils 
sont rattach6s un h^terocycle eventuellement substitue, 

pour la preparation d'un medicament destine k prevenir et/ou traiter la perte d'audition. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que R repr^sente -C(0)R'. 

3. Utilisation selon la revendication 2, caracterisee en ce que R represente un radical 
alkyle. 

4. Utilisation selon la revendication 3, caracterisee en ce R represente -C(0)-CH3. 

5. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que R represente Thydrogene. 

6. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en ce que le 
compose (I) a pour formule 
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aA2) 

9. Utilisation selon Tune des revendications 1 ^ S, caract6risee en ce que le compost (J) 
a poux formule 




10. Utilisation selon la revendication 8, caract&is6e en ce que le conapose (I) a pour 
formule 
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11. Utilisation seion la revendication 8, caracteris^e en ce que le compose Q) a pour 
fonnule 




aB2) 

12. Utilisation selon Tune des revendications pr6c6dentes, caract6ris6e &n ce que le 
d6riv6 (I) est administr^ en pr^-traitement 

13. Utilisation selon IWe des revendications 1^11, caract6ris6e en ce que le d6riv6 (I) 
est administr6 en post-traitement. 

14. Utilisation selon Tune des revendications pr^c6dentes, pour la preparation d'un 
medicament destind k pr6venir et/ou traiter la perte d'audition suite k radministration 
d'un medicament. 

15. Utilisation selon la revendication 14, suite h radministration d'un autre medicament 
choisi parmi les antibiotiques, les anticancereux, les agents anti-inilanmiatoires non 
steroidiens, les diur6tiques, les anti-ulcereux, les agents anticonvulsivants. 

16. Utilisation selon la revendication IS, suite a radministration d'un antibiotique. 

17. Utilisation selon la revendication 16, caracterisee en ce que Tantibiotique est la 
gentamicine. 

18. Utilisation selon Tune des revendications 1 k 13, pour la preparation d'un 
medicament destine k prevenir et/ou traiter la perte d'audition suite k la presbyacousie. 
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19. Utilisation selon IWe des revendications 1 k 13, pour la preparation tfun 
medicament destine k prevenir et/ou traiter la perte d'audition suite k un traumatisme 
acoustique. 

20. Utilisation selon la revendication 19, caract6risee en ce que le compose Q) est 
administre daiiis les 7heures et de preference dans llieure suivant le traumatisme 
acoustique. 

21. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en ce que le 
compose (I) est associe k au moins une autre substance k activite pharmaceutique. 

22. Utilisation selon l*une des levendications precedentes, caracterisee en ce que le 
compose (I) est associe k au moins une autre substance k activite pharmaceutique 
susceptible de prevenir et/ou traiter la perte d'audition ou bien de prevenir et/ou traiter 
toutes pathologies associees k la perte d*audition. 

23. Utilisation selon I'une des revendications 21 k 22, caracterisee en ce que Tautre 
substance a activite pharmaceutique est choisie parmi: des anti-oxydants, des 
inhibiteurs de calpames, des vasodilatateurs pedpheriques, des agotustes ou antagonistes 
du recepteur NMDA et des inhibiteurs peptidiques de c-Jxm N-Terminal Kinase. 

24. Produit comprenant un derive heterocyclique de fotmule (I) telle que definie k I'une 
des revendications 1 ^ 11, et au moins une substance k activite therapeutique, en tant 
que produit de combinaison pour une utilisation simultanee, separee ou etalee dans le 
temps pour prevenir et/ou traiter la perte d'audition. 

25. Produit selon la revendication 24, pour prevenir et/ou traiter la perte d'audition suite 
k Tadministration d'un medicament. 

26. Produit selon la revendication 25, pour prevenir et/ou traiter la perte d^audition suite 
k Tadministration d'un antibiotique, et de preference la gentamicine. 

27. Produit selon la revendication 24, pour prevenir et/ou traiter la perte d'audition suite 
k la presbyacousie. 

28. Prodiiit selon la revendication 24, pour prevenir et/ou traiter la perte d'audition suite 
k un traimiatisme acoustique. 

29. A titre de medicament, un produit tel que defini a Tune des revendications 24 a 28. 
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Fig 8 
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